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Barley is one of the major crop cultivated in the world. In spite of the high content 
of protein， the end use， however， is restricted compared with other crops because of the hard 
endosperm layer. The grain is subjected to forced high temperature and humidity from 
boi1ers . Recently a new mi1ing system which removes successive layers of the grain by a 
tangential scrapping action was developped. The preparative is ca11ed by a c1assified flour. 
As it is expected that biologically active materia1s are a1ive， the detection is tried. First the 
protein content of each flour was examined. The flour near surface of grain has high protein 
content. The amino acid composition was simi1ar among c1assified flours except for No. O. 
The flour of No.O contained much glycine， alanine and aspartic acid compared with those 
of other flours. Some extracts from the flour No.O were obtained with water， 2070 NaCl， 
30070 isopropanol， 4070 lactic acid and 0.5070 NaOH. Protease in water extract from No.O 
flour was found， whi1e the activity was not detected in inner layer of barley grain. The 
protease was able to hydrolyze L一leucine-p -nitroanilide. As pure aminopeptidase from 
barley grain has not yet been obtained， the purification is in progress. 
緒昌
大麦は古代より人類の主要食料として利用されてき
ている.紀元前5000年頃には作物として栽培され，
栽培穀類としては最初のものと考えられている.
現在では，大麦は世界的にみてみると大部分が飼料
用であり，次いでビールやウイスキーといったアル
コール発酵の原料となっている.食用としては限られ
た利用となっているのが現状である.それでもその生
産量は，小麦，米， トウモロコシに次いでおり 1億ト
ンを越えている.わが国では，米の約 1000万トン，
小麦の約80万トンの生産に比べ，僅か30数万トンの
生産となっている.他方，大麦の輸入量は生産量に比
べて遥かに多く 2∞万トンを越えている.利用状況
も世界的に同じで，その大半が飼料用(約57%)加工
用(約判明)として消費され，食用としては僅かに
? ?
30/0ほどである
大麦の栄養学的特徴としてはビタミン B群やミネ
ラルを豊富に含んで、いることである.また，食物繊維
含量も高い 1) そうした事実から大麦の食用としての
摂取が健康保持に有効であることが古くから知られて
いる.最近の研究でも，ビタミン， ミネラル，食物繊
維の補足効果が提唱されている.
しかしながら，前述のように大麦の食料としての利
用度は小さい.その原因は，大麦穀粒の加工法にある
と考えられる.大麦穀粒の表皮部の除去は生の状態で
は困難であるため，加湿，加圧などの処理がなされて
いる.このような処理は，大麦成分の変性や，成分間
相互作用を引き起こし，大麦の有効な特性を失わせて
しまっていると考えられる
最近，大麦に対して加湿，加圧などの処理を行わず
に，精粒・製粉する方法が開発された 2) その方法
は，大麦穀粒表面を 100怖とし，穀粒中心部を 0%と
呼び，穀粒を表面より順次削り取ってし、く方法であ
る.それを分級製粉法と呼ぶ.そのようにして得られ
た大麦粉末には，成分の変性や成分間相互作用が起
こっていないと考えられる.したがって，大麦穀粒中
に存在する有効な生理活性物質を見出すことが可能と
考えられる
また，原材料としての観点から大麦をみるとどうで
あろうか.前述のように，生産量が非常に大きいの
で，原材料の供給という面からは十分である.価格的
に見ても，米や小麦よりも遥かに安価である.以上の
点から，大麦を原材料とするとき，そこに有効な生理
活性物質を見出しえたなら，それを安価に， しかも大
量に供給できるとL、う利点がある.
大麦にはタンパク質が多く含まれていることはすで
に良く知られた事実である.そこに存在するタンパク
質が，何らかの機能を持つものであれば，その利用価
値はそれだけ大きくなる.例えば，乳タ ンパク質であ
るカゼインからは，加水分解によって，オピオイドペ
プチドが得られ 3)， 乳幼児への単なるタンパク質供
給源以上の意味を持つようになってきている.このよ
うに最近は機能性食品(特定保健用食品)に関する研究
が進められている.特に，ペプチド性またはタンパク
質性機能性食品に関する研究は活発である 4，5)
そこで本研究でも，分級製粉法で得られた大麦粉に
有効な生理活性を持った機能性成分を見出すことを目
的とし，特に，タンパク質性またはペプチド性成分を
中心に検討を行った.
(土井・ 川上)
材料と方法
1 .材料
大麦は， 1989年オーストラリア産WEEAH種2条
大麦であった.分級製粉法によって， No. 0(90-80%)， 
No. 1 (80-70%)， No. 2 (70-60%)， No. 3 (60-50%)， 
No. 4(50-40%)， No. 5 (40-0%) および~No. 6(70-0%) 
の分級粉を得た.対照として，国産裸麦の 80-0明分
級粉を用いた.
2.方法
2. 1 タンパク質の抽出
分級粉からのタンパク質の抽出は Maesの方法6)
に従った.
2.2 粗タンパク質の定量
粗タンパグ質は，ケルダ一ル法で
は，三田村理研工業製ケルダール窒素迅速分解装置
“シールドタイプ・クイックダイジェスタ"を用い，蒸
留には，三田村理研工業製ケルダール窒素蒸留装置
“ベーパースチル・オート型"を用いた.
2.3 アミノ酸分析
アミノ酸分析用試料は，脱気した 6N HCl中
1l00Cで22時間加水分解した後， O.OIN NaOH中
で4時間酸化して調製した.その分析には，目立アミ
ノ酸分析計835型を用いた.
2.4 水分定量
水分測定は，常圧加熱乾燥法により行った.
2.5 蛋白質の水抽出
分級粉NO.l試料 Igに対し 15mlの精製水を加え，
4'C， 250C，および400Cで， 0.5----4時間撹持した.
それを 5000rpm，20分間遠心し，抽出液を得た.抽
出液と等量の 10%トリクロロ酢酸 (TCA)水溶液を
加え，遠心した.
2.6 プロテアーゼ活性の測定
分級粉NO.lからの抽出液を用いてプロテアーゼ活性
を検討した.プロテアーゼ活性の測定は，カゼイン
(I .Omg/ml)を基質として 10mMリン酸緩衝液
(pH7 .0)中， 370Cで， 115量の抽出液を添加して
行った.反応の停止は，終濃度 3.6%となるように
TCAを加えることによった.反応停止後， 5000rpm， 
30分間遠心し，その上清の 280nmでの吸光度を測定
した.
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Fig. 2. Contents of Moisture in Barley Classified 
Flours. 
3.アミノ酸組成
タンパク質含量が各分級粉によって異なっていたこ
とから，各分級粉によってタンパク質組成が異なるこ
とが予想される.そこで，各分級粉のアミノ酸組成を
検討した. Fig.3はそれらのアミノ酸組成を星型グラ
フで表示したものである.ここではアミノ酸を一文字
記号で表し， 18角形の頂点が各アミノ酸に対応し，
中心から頂点までの距離はその組成を表している 9)
すなわち，図形パターンからアミノ酸組成の類似性を
判断できる.
分級粉No.l'"'-'5は，いずれもグルタミン酸およびプ
ロリンに富んでおり，次いでアラニンおよびリシン含
量が高かった.また，メチオニンやヒスチジンは極め
てわずかしか含まれていなかった. Fig.3から見て取
れるように，分級粉No.l'"'-'5の各試料はそのアミノ酸
組成が互いに極めて良く類似していた.
ところが，分級粉No.Oではグルタミン酸やプロリン
含量の比率が他の分級粉のそれらに比べて小さく，グ
リシン，アラニン，アスパラギン酸の含量が他の分級
粉に比べて増加していた.
以上の結果は，大麦穀粒の外層部のタンパク質組成
が，内層部のそれとは異なっていたことを表している.
したがって，分級粉No.Oについては各種溶媒による
抽出タンパク質のアミノ酸組成をも検討した. Fig.4 
は，各種の溶媒(精製水， 20/0食塩水， 30%イソプロ
パノー ル， 4%乳酸水溶液， 0.5%水酸化ナトリウム
水溶液)での抽出物のアミノ酸組成を表したものである.
乳酸および水酸化ナトリウムによる抽出物は，クソレ
タミン酸およびプロリン含量が高く，穀粒内層部のア
ミノ酸組成と類似していた.このことから，乳酸抽出
タンパク質や水酸化ナトリウム抽出タンパク質は貯蔵
タンパク質であると考えられる.イソプロパノール抽
1 .粗タンパク質含量
まず，各分級粉の粗タンパク質含量，次いで，その
アミノ酸組成を明らかにした. Fig.lは，各分級粉の
組タンパク質含量を示している.表層部である分級粉
No.Oには 15.8%，内層部である分級粉No.5には7.0%
のタンパク質が含まれていた.表層部の内側No.lで最
もタンパク質含量が高く 16.7%で，内層部になるに
連れて順次タンパグ質含量は減少していた. 70-0% 
分級粉(ぬ6)のタンパク質含量は8.5%であり，国産
裸麦の場合， 80-0%分級粉のそれは 10.7%であっ
たことから，ここで、使われた2品種間ではタンパク質
含量に大きな差はなかったといえる.水稲玄米では
7.4怖，国産普通小麦玄穀で 10.5%である 7)ことを
考えると，大麦はそれらに比べてタンパク質含量が高
いことが分った.大麦が高タンパク質含量であること
はこの図から，穀粒の外層部の寄与が大きいと考えら
れる.
結果と考察
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Fig. 1. Crude Protein Contents of Barley Classi-
fied Flours. 
2.水分含量
水分含量の測定では，いずれの分級粉聞でも大きな
差は認められなかったものの，内層部のほうがやや水
分含量の高いことが示された (Fig.2). この結果は，
前述の外層部ほどタンパク質含量が高かったことおよ
び水和水を多く保持できる化学構造，例えば，ヒドロ
キシル基を持った化合物を含んで、いること，さらに脂
質含量は穀類であることから高くないと予想されるこ
とを考え合わせると，内層部は多糖類含量の高いこと
を予想させるものである.安藤らもまた，内層部に糖
質含量の高いことを報告しているめ.
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Fig. 3. Amino Acid Compositions of Barley ClassI- Fig. 4. Amino Acid Compositions of Extracts with 
fied Flours. Various Solvents from Barley Classified Flour 
No.O. 
Each classified flour was hydrolyzed in 6N HCl at 
110.C for 22 hours in a sealed tube under vacuum. The hydrolysis condition was same as that described in 
Therefore， tryptophan was not detected. Figure 3. 
出ではイソロイシン含量が非常に高いタンパク質が抽 そこで，抽出時間および抽出温度の影響を検討する
出された.また，水および食塩水を用いた抽出で、は， とともに，合わせて，プロテアーゼ活性の存在を調ベ
アラニ ン，グリシン，グルタミソ酸含量の高いタ ンパ た.
ク質が抽出され，両抽出物中に類似のタンパク質が存 4.1 抽出タンパク質の定量
在していることが示唆された. まず，タンパク質抽出量におよぼす抽出温度の影響
を調べた. Fig.5は水抽出で得られた抽出液の TCA
4.プロテアーゼ活性の存在 可溶性成分量を 280nmでの吸光度を指標として測定
前述のように，大麦穀粒には外層部に特徴あるタン したときの結果を示している.いずれの温度での抽出
パク質が存在し，水および食塩水抽出で貯蔵タ ンパク でも時間の経過とともにTCA可溶性成分の増加が認
質以外のタ ンパ ク質が抽出される可能性が明らかと められた.ただ，低温 (4"C)抽出および室温 (25.C)
なった. 抽出ではいずれも抽出時聞が長くなっても吸光度(抽
またア ミノ酸分析とは別に，水抽出物の尿素可溶性 出量)の顕著な増加は観察されなかった.
成分量および トリクロロ酢酸可溶性成分量など抽出効 他方，高温 (40.C)抽出では短時間の抽出操作で，
率を検討した過程で，プロテアーゼ活性の存在が強く 多くの TCA可溶性成分が抽出された.抽出量を
示唆された(データ未提出). 280nmでの吸光度を目安に比較すると 30分抽出で
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Water extract from the barley c1assified flour No. 1 was 
mixed with casein in 10mM phosphate buffer(pH7.0). 
Aliquot of reaction mixture was picked up at the time 
indicated and mixed with TCA solution. After remov-
ing precipitate by centrifugation， absorbance at 280nm 
of 3.6明 TCAsoluble fraction was measured. 
定法に同じであった.反応停止時の TCAの終濃度は
3.6怖であった. Fig.7は，その結果を示したもので
ある.分級粉No.Oには強いプロテアーゼ活性が認めら
れたが，分級粉No.2および3にはその活性は認められ
なかった.
タンパク質の分布が穀粒表面近くで大きく，内層部
へいくほど小さくなっていたことと，ここでの結果と
を合わせ考えると，プロテアーゼの存在とタンパク質
の生合成とが強く関連していると言える.
また，プロテアーゼに関する実験では，分級粉No.O
を用いることが妥当であると考えられた.
4.4 大麦分級粉中のプロテアーゼはどの pHで作用
するのか
上記の実験では，抽出から活性測定まですべての操
作を pH7で行ってきた.そこで，中性付近での pH
依存性をさらに検討した.分級粉No.Oから 10mMリ
ン酸緩衝液 (pH7)で得た抽出液の22.5"-'450/0飽和硫
安沈澱画分を精製水に溶解したものを酵素液として用
いた.基質としては 10mMリン酸緩衝液 (pH7)に溶
解したカゼインを用いた.その結果，実施したpH範
囲では， pH6.5付近に最も強いプロテアーゼ、活性が
認められた (Table1.). 
?
?? ?
室温抽出の約5.6倍量であり 4時間抽出では約6.8
倍量となっていた.
以上の結果は，抽出温度を上げることによって，大
麦穀粒構造を保っている何らかの構造が内在性酵素に
よって壊され，多くの TCA可溶性物質が抽出された
か，あるいは抽出後内在性プロテアーゼによりタンパ
ク質が分解されTCA可溶性成分となったなどいろい
ろな要因が考えられる.
ここで，セルラーゼ，アミラーゼおよびプロテアー
ゼなど内在性酵素の存在が想定された.本実験に至る
予備実験の過程で， TCA可溶性成分量は，全抽出成
分量の約 11%と小さな値であったことから，アミ
ラーゼやセルラーゼよりはむしろプロテアーゼ存在の
可能性が高いと判断した.
そこで，抽出物のプロテアーゼ活性を測定すること
とした.
4.2 水抽出液中のプロテアーゼ活性
Fig.6は， 3.6%TCA可溶性画分の増加を検討した
ときの結果を表したものである.ここで，低温抽出，
高温抽出いずれの抽出液をカゼイン溶液に加えても
TCA可溶性画分の時間的増加が認められた.このこ
とは，抽出液中にプロテアーゼの存在することを強く
示唆している.
4.3 どの分級粉にプロテアーゼ活性が強いか
分級粉No.0"-'3を用いて，各分級粉のプロテアーゼ活
性を検討した.活性測定時のカゼイン濃度は1.OmgJml， 
緩衝液として 1伽凶fリン酸緩衝液を用い，反応時聞が
20分であったことを除いて他の条件は上記の活性測
(土井・川上)
4.5 どんなタイプのプ口テアーゼか(基質特異性の検討)
分級粉No.Oに存在するプロテアーゼがトリプシン，
キモトリプシン，あるいはアミノベプチダーゼのいず
れのタイプに属するかを調べるため 3種の合成基質
(Benzoylarginine -p -nitroanilide， Benzoyl-
tyrosine -p -nitroanilide， L -Leucine -p-
nitroanilide)を使って検討した.酵素反応は， 10mM 
リン酸緩衝液 (pH7)中， 370Cで行った.また酵素と
しては，前記同様， 10mMリン酸緩衝液 (pH7)抽出
後の 22.5"-'450/0飽和硫安沈澱画分を用いた.その
結果， Table 2に示すように Benzoylarginine-p-
nitroanilideおよび Bensoyltyrosine-p -nitroanilide 
の加水分解はほとんど観察されず， L-Leucine-p-
nitroanilideのみが顕著に加水分解された.
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Table 2. Substrate Specificity of 22.5 -45% Ammo-
nium Sulfate Precipitate of Crude Extract from 
Barley Flour No.O. 
3 2 。
activity(町)substrate type 
Classification Number 
Fig. 7. Distribution of Protease Activity in Classified 
Flours Obtained from Barley Grain by a Tangen-
tial Scrapping Action. 
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以上の結果から，大麦穀粒の外層部に中性付近の
pHで働く，アミノベプチダーゼタイプの酵素が存在
することが明らかとなった.
大麦穀粒中のプロテアーゼとしては， cDNAの研
究からチオールプロテアーゼの存在が示唆され 10)て
いる.また，ベプチダーゼ 11)やカルボキシベプチ
ダーゼJ2~15) に関する研究報告も僅かではあるが，見
つけることができる.ただ，いずれの報告もまだそれ
らを精製したものではない.
プロテアーゼの精製に関しては Kolehmainen
and Mikolaがアミ ノベプチダーゼの部分精製を報告
している 16)
また，前述のチオールプロテアーゼについては，そ
のクローニングで，プロアリューレインとして分子量
42 ，000で形成され，ゴルジ体で2つのステップを経
て分子量 32，000のアリューレイ ンとなることが示さ
れた 17)
いずれの酵素についても精製が十分に行われていな
いことから，これらプロテアーゼの存在意義について
はまだまだ明らかにされていないが，発芽中にカノレボ
Precipitate with ammonium sulfate between 22.5 and 
45% saturation was obtained from each barley classi目
fied flour， and solubilized in water. 1/5 amount of 
22.5 -45% (NH4)2S04 fraction was added to the casein 
(l.2mg/ml) solubilized in 10mM phosphate buffer at 
pH7.0. After the incubation at 3TC for 20min， TCA 
was added to that mixture to get 3.6% solution of TCA. 
The absorbance at 280 nm of supernatant of the mix-
ture was measured. 
Table 1. Effect of pH on Protease Activity of 
22.5-45 % Ammonium Sulfate Precipitate 
of Crude Extract from Barley Flour No.O. 
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activity(町)
94 
100 
91 
78 
5.6 
6.5 
7.0 
8.0 
pH 
大麦分級粉のアミノ酸組成とプロテアーゼ活性
キシベプチダーゼがアリユーロン層に見出されること
から，エンドスパームに存在する貯蔵タンパク質の分
解に関与しているという考えがある 18).
いずれにしても，大麦穀粒中のプロテアーゼについ
ては報告が極めて少ないのが現状である.
したがって，今後本研究で見出されたアミノベプチ
ダーゼを精製することに興味がもたれる.
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